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参与的机械
!

光信号转换体系的吸收光谱研究

蒋本国!张
!

乐!范圣第

大连民族学院生物技术与资源利用国家民委教育部重点实验室!辽宁 大连
!

++LL--

摘
!

要
!

用紫外
,

可见分光光度法研究了乳酸脱氢酶#

G̀ \

$参与的!以
(8̀ \

与
D̀CD'

!

N

!

为主体的机械
,

光信号振荡转换体系"

G̀ \

的酶催化作用使此振荡体系的信号转换效率大大提高!在无乳酸情况下!当

D̀CD'

和
(8̀ \

的摩尔比为
+k*'J

时的平均循环周期由
+-">96

缩短为
#*>96

&在乳酸存在下!此体系的

平均循环周期由
+-">96

缩短为
!?>96

"推测
G̀ \

的促进作用主要是通过对
(8̀ \

的活化实现的!其次是

通过酶促乳酸脱氢作用补充体系中的
(8̀ \

获得的"结果说明!酶的催化作用在某些双底物之一存在的反

应情况下!也会明显表现出来"

关键词
!

乳酸脱氢酶&

(8̀ \

&

D̀CD

&信号振荡

中图分类号!

OJJ*

!!

文献标识码!

8

!!!

文章编号!

+---,-J?#

#

!--"

$
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!
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%修订日期!
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!

基金项目!国家自然科学基金项目#
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$资助

!

作者简介!蒋本国!
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年生!大连民族学院生物工程系副教授
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e
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R"

7&6<'/7<'06

引
!

言

!!

不同的信号转换方式)

+

*以及信号识别方式)

!

*是人工模拟

细胞信号转导体系构建研究的重要内容)

#

*

!同时大幅提高信

号转换效率也是问题的关键)

*

*

"

N11%33%6

报道的通过机械振

荡引发化学振荡反应!再引起颜色振荡的新型反应体系)

J

*

!

是一个比较有意义的将机械振荡信号通过化学反应转换为光

信号的信号转换过程)

L

*

!其特点是通过
!

!

L,

二氯酚吲哚酚钠

氧化态#

D̀CD

Nf

$到还原态#

D̀CD

cÀ

$的变化!使体系获得了

由蓝色到无色的可视信号变化"本文将这个信号转换体系与

酶促反应相结合!引入乳酸脱氢酶#

G̀ \

$的酶促作用来提高

这个振荡转换体系的信号转换效率"由于酶活性的可调节性

质!通过进一步研究采用不同的调节剂)

P

*可使整个信号转换

体系的功能性更为丰富!并根据不同的需要得到合理的调

控!使信号振荡体系达到特定的使用目的"选择
G̀ \

参与

振荡体系研究的理由主要是!近年来
G̀ \

在模拟细胞信号

转导体系的研究中占有突出的地位)

"

*

!对
G̀ \

的许多生化

性质了解比较深入)

?

*

!另外!

G̀ \

可以通过
!

,

尼克酰胺腺嘌

呤二核苷酸#

(8̀ \

$这一重要辅酶与机械振荡体系相关

联)

+-

*

"显然!

(8̀ \

还原
D̀CD

Nf

生成
D̀CD

cÀ

的反应中!自

身被氧化为
(8̀

^

!体系中
(8̀ \

的减少与
(8̀

^的增多

对信号转换的过程产生不利影响"通过
G̀ \

催化乳酸的脱

氢作用将
(8̀

^再转化为
(8̀ \

!有利于信号转换体系的

高效(稳定与持久"

!!

如果换一个角度来考察上述信号转换振荡体系!也可以

认为是在
G̀ \

催化的乳酸脱氢反应中引入
D̀CD

信号振荡

体系!利用
D̀CD'

信号振荡体系中机械振荡转换为化学振荡

的过程作为调控手段!控制
G̀ \

的酶促反应过程)

++

*

!近似

起到人工模拟细胞信号转导中的往复.开/.关/的作用)

+!

*

"

起始体系中
D̀CD

Nf

#蓝色$浓度为最大值!其氧化
(8̀ \

生

成
(8̀

^

!

(8̀

^在
G̀ \

的催化下使乳酸脱氢!体系为

.开/的状态!当
D̀CD

Nf

完全被
(8̀ \

还原为
D̀CD

cÀ

#无

色$!此时无新的
(8̀

^生成!乳酸的脱氢作用停止!体系为

为.关/的状态!然后由机械振荡过程在体系中引入
N

!

!

N

!

使体系中积累的
D̀CD

cÀ

#无色$氧化为
D̀CD

Nf

#蓝色$!

D̀C,

D

Nf

再氧化
(8̀ \

生成
(8̀

^

!由
(8̀

^在
G̀ \

催化下使

乳酸脱氢!至此体系状态又为.开/的状态!如此周而复始!

持续循环下去"体系的外来信号是
N

!

!

N

!

引起酶促反应的

进行!随后体系自行消除了
N

!

信号的作用回到酶促反应终

止状态"体系进行的状态采用紫外
,

可见分光光度法测定)

+#

*

"

!!

本文重点是引入
G̀ \

对
D̀CD'

信号转换振荡体系的促

进作用进行研究这一个方面"

+

!

实验部分

"#"

!

试剂与仪器

(8̀ \

!

D̀CD'

!乳酸脱氢酶#

G̀ \

$!乳酸!均为
.9

R

>5

公司产品&紫外
,

可见分光光度计&

G5>]75!J

!

DA

公司&

)

\

计!

D\X,#

!上海三信仪器厂"
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实验方法

根据
G̀ \

最适条件)

+*

*选择
)

\

为
"'?

的
@293,\E&

缓冲

液
*>G

溶解不同比例#摩尔比$的
D̀CD'

和
(8̀ \

!将此溶

液加入到
+->>M+->>

石英比色皿中!加到
#

+

*

位置!上

端以封口膜封住!在
!JY

恒温进行反应#见表
+

$!溶液初始

为蓝色!随着反应的进行!蓝色逐渐消退!当蓝色基本消退

后!将比色皿倒转数次!使空气中的
N

!

进入溶液使
D̀CD

cÀ

氧化为
D̀CD

Nf

!体系重又变成蓝色"反应过程中反应液在

L+J6>

测定吸光度!见图
+

"

%&

'

#"

!
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-2.)>8-0:=BWTcWE[E#,&

'

+*9.)*+,3>2.&0+

,
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,.-8

#

/9>-:)083--

1

.0,;*990H

$

!!

加入
G̀ \

时!取
+--

!

G

酶液#分别含
G̀ \!

!

*

!

L

!

"<

$!加入到
#'?>G

)

\

为
"'?

的
@293,\E&

缓冲液中!溶解

摩尔比为
+k*'J

的
D̀CD'

和
(8̀ \

在
!JY

恒温进行反应

与测定!以确定后续研究用
G̀ \

量"

最后加入
+--

!

G

#

"<

$酶液!再加入每
>G

含有乳酸
+-

>

R

的
#'?>G

)

\

为
"'?

的
@293,\E&

缓冲液中!溶解摩尔比

为
+k*'J

的
D̀CD'

和
(8̀ \

在
!JY

恒温进行反应与测

定"使用乳酸选择了大大过量!故未对乳酸的用量对体系的

影响进行研究"

!

!

结果与讨论

$#"

!

WE[E#

和
=BWT

基础振荡体系的研究

按表
+

进行
D̀CD

和
(8̀ \

基本振荡体系的研究!

D̀CD'k(8̀ \

的比例为
+k#

的体系从蓝色放置至无色的

时间在
!*;

左右!时间过长!研究不便"而比例为
+kP'J

的

体系放置的时间较短!也不适于作为进一步引入
G̀ \

进行

研究的参考体系"比例为
+k*'J

的振荡体系!平均振荡周期

为
+-">96

!具有较大的缩短振荡周期的空间!以此为对照

基础研究酶对振荡体系的促进作用"

(*/9-"

!
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)*.&0

#

809

$

0:WE[E#c=BWT

D̀CD'k(8̀ \

比例+
>%& +k# +k*'J +kL +kP'J

D̀CD

Nf

+

>

R

# # # #

(8̀ \

+

>

R

!+ #! *! J#

周期
-

!*; +-">96 #!>96 !*>96

$#$

!

AWT

参与的振荡体系研究

对
D̀CD'k(8̀ \

的比例为
+k*'J

的振荡体系借助于

G̀ \

的酶催化作用!促进
D̀CD'

和
(8̀ \

基本振荡反应过

程!见图
!

!

G̀ \

的引入大幅度缩短了信号转换的周期!随

着
G̀ \

酶浓度的增加!体系振荡周期缩短的幅度逐渐减小"

在体系中加入
"<

#

+--

!

G

$酶液时!体系振荡周期由平均
+-"

>96

缩短为
#*>96

!大幅度提高了体系的信号转换效率!见

图
!

"

%&

'

#$

!
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.0.;-,&

'

+*9.)*+,3>2.&0+

1

-)&03

!!

根据酶的催化反应的一般机制!

(8̀ \

作为辅酶通过

结合在
G̀ \

的活性中心上而使
(8̀ \

处于高度活化状

态)

+J

*

!其对
D̀CD

Nf

的还原活性明显提高"尽管
D̀CD

Nf

不是

G̀ \

的合适底物!

D̀CD

Nf

仍可以与经
G̀ \

活化的
(8̀ \

顺利发生反应!从而使信号转换的速度明显加快!结果使振

荡体系的振荡周期显著缩短"这种在特定反应中只有部分反

应物是酶的底物!另一部分反应物不是酶的底物!酶对这种

反应过程的催化作用可以称作半酶促作用"

因此!

D̀CD

Nf

的还原进程应由两部分反应构成!即

G̀ \

参与的
(8̀ \

对
D̀CD

Nf

还原过程!以及非酶参与的

(8̀ \

对
D̀CD

Nf

还原过程"从实验结果看!由于
G̀ \

数倍

提高了体系的信号转换效率!因此
G̀ \

对
(8̀ \

的活化作

用是使信号转换效率大大提高的主导因素"

$#7

!

AWT

及乳酸参与的振荡体系研究

在
G̀ \

存在的基础上!加入乳酸!是希望通过乳酸的

脱氢作用来弥补
(8̀ \

的不断消耗!通过
G̀ \

的多重作用

来提高信号转换的效率"在
D̀CD'k(8̀ \

的比例为
+k

*'J

的振荡体系中!加入乳酸后的振荡体系!平均信号转换

周期由
#*>96

缩短为
!?>96

!是比较可观的"在此!

G̀ \

的

作用体现在两个方面!其一是
G̀ \

对
(8̀ \

的活化作用!

其二是
G̀ \

对乳酸的脱氢作用!使体系的
(8̀ \

浓度得到

补充与提高"乳酸的存在可能并不仅仅是通过脱氢作用来弥

补
(8̀ \

的消耗发挥作用!但是尚未见到相应的实验事实"

#

!

结
!

论

!!

#

+

$

G̀ \

参与
D̀CD'

和
(8̀ \

构成的信号振荡体系!

对体系的信号转换效率具有突出的促进作用"
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1
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1

*.&0+0:AWT

*+39*2.*.-*.L"6+8

!!

#

!

$加入
G̀ \

后!

D̀CD'

和
(8̀ \

的摩尔比为
+k*'J

的振荡体系的循环平均周期由原来的
+-">96

缩短为
#*

>96

"

!!

#

#

$加入
G̀ \

及乳酸后!

D̀CD'

和
(8̀ \

的摩尔比为

+k*'J

的振荡体系的循环平均周期由原来的
+-">96

缩短为

!?>96

#见图
#

$"

#

*

$双底物反应及多底物反应的相关酶对底物之一参与

的其他反应也可能具有明显的催化作用"

研究表明
G̀ \

对整个振荡体系的促进主要来自两个方

面!其一是
G̀ \

催化了
(8̀ \

对
D̀CD

Nf

的还原作用!使振

荡循环周期大大缩短&其二是
G̀ \

可以通过乳酸的脱氢作

用使
(8̀

^生成
(8̀ \

!使体系中的
(8̀ \

浓度得到稳

定!不仅可以进一步提高信号转换效率!还可以延长振荡体

系的寿命"
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